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　Focusing　on　proteoglycan　changes　in　the　ligament　matrix　during　ligamentous　ossification，　we
used　yellow　ligaments　to　biochemically　analyze　glycosaminoglycan　（GAG）　or　proteoglycan　（PG）．
This　paper　analyzes　changes　in　GAG　due　to　aging　and　degeneration　and　comparatively　evaluates
our　analytical　findings　of　cases　of　ossified　yellow　ligament．　A　total　of　72　yellow　ligament　specimens
were　collected　from　patients　who　had　undergone　spinal　surgery　and　autopsy．　The　specimens　were
divided　into　two　blocks，　one　of　which　was　stained　with　H．E．　and　toluidine　blue　（pH　4．1）　to　observe
the　extent　of　ligament　degeneration．　GAG　was　extracted　biochemically　from　the　other　and　analyzed
with　the　carbazol　method　and　high－performance　liquid　chromatography　（HPLC）．　Consequently，　a
marked　percent　increase　in　chondroitin－6－sulfate　（Ch－6S）　and　chondroitin－4－sulfate　（Ch－4S）
content　was　observed　in　cases　where　chondroid　cells　appeared　in　the　ligaments，　especially　when　the
ligament　had　ossified．　As　the　chemical　composition　of　the　ligament　in　these　cases　differed　signifi－
cantly　from　that　in　normal　aging　cases，　it　is　possible　that　ligamentous　ossification　is　closely
associated　with　the　emergence　of　chondroid　cells　and　the　resulting　accelerated　synthesis　of　proteog－
lycan　that　is　mainly　composed　of　Ch－6S　and　Ch－4S．
1．緒 言
　脊椎黄色靭帯骨化（Ossified　Yellow　Ligamen，
以下OYL）は，1912年LeDouble1）の記載が最初
で，X線学的には1920年Polgar2）が椎間孔後縁の
架橋状のOYLを初めて報告した．1938年本邦の安
西3）が黄色靭帯の骨化により脊髄圧迫障害が起こる
ことを手術的に初めて確認したが，臨床的に注目さ
れるようになったのは1960年に山口4）がOYLの
手術報告をして以来のことである．OYLは脊柱靭帯
骨化症の概念に包括される疾患で，その病態，病因
に関しては多方面の研究がなされているが，現在で
も不明な点が多い．教室の岡5）はOYLの組織化学
的検索を行い，骨化周辺部に軟骨様細胞の著しい増
（1994年2月7日受付，1994年2月24日受理）
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performance　liquid　chromatography）
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表1標本は脊椎手術説及び剖検より採取した。
　　　　　　　　材　料
腰椎部黄色靭帯
　脊椎手術例
　　腰椎々間板ヘルニア
　　腰部脊柱管狭窄症
　　腰椎部脊髄腫瘍
　　外　　傷
　剖検
計
16（例）
18
7
3
7（体）
51
男性：31例女性：20例
年齢；15～81歳　平均49．9歳
高位
Th，，一L，
L，一L，
L，一L，
L，一L，
L，一L，
L，一S，
計
11（検体）
7
7
10
20
17
72（検体）
殖を認め，またその基質においてプロテオグリカン
（PG）の構成要素であるグリコサミノグリカン
（GAG）の増加とその組成の変化を報告した．今回，
骨化とPGの関係に着目し，脊椎手術例，剖検例よ
り得た黄色靭帯から生化学的手法を用いることによ
りGAGを抽出し，定量・分析した．黄色靭帯の加
齢に伴う変化に加えOYLにおける含有量および組
成の変化を比較検討した．
IL　研究材料
　材料は脊椎手術例および剖検例の51例から採取
した腰椎部の黄色靭帯72検体を用いた．脊椎手術例
は腰椎椎間板ヘルニア15例，腰椎部脊椎管狭窄症
14例，黄色靭帯骨化例4例，腰部脊髄腫瘍7例，外
傷3例で剖検例は7体であり，男31例女20例，年
齢は15～81歳で平均45．9歳であった．採取高位は
Th、2～L、からし5～S、でそれぞれの検体数は表1に
示すとおりである．黄色靭帯骨化例のうち，高血糖
を示した例を1例認めたがカルシウム代謝異常その
他の内分泌異常をもつものは認めなかった．
III．研究方法
1．軟X線的観察並びに病理組織学的観察
　標本は可及的に椎弓に黄色靭帯が付着した状態で
一塊として摘出し，まず軟X線撮影を行った．撮影
はSoftex　type　ESMを用い60　KVp，1．5mA，120
Secの条件下で，　Fuji　X－Ray　film（type　FR
Envelorak）を使用した．　OYLの存在の有無を確認
後矢状方向に二分割し，一方は矢状断病理組織標本
を作製し靭帯の変性程度を観察した．またもう一方
は生化学的にGAGを分析した．
　病理標本作製では検体採取後0．5％セチルピリジ
ニウムクロライド（CPC）10％中性ホルマリンに固
定，10％EDTAにて急速脱灰後パラフィン包埋し，
4μm矢状断連続切片を作製した．染色はヘマトキ
シリンエオジン（H．E．）染色，　pH　4．1トルイジンブ
ルー（T。B．）染色を行った．
　2．生化学的分析
　1）GAG精製法（図1－a）
　資料に対しアセトン処理にて脱水乾燥させたのち
小砕片とした．乾燥重量で20mgを計り取りその80
倍量の0．01Mトリス塩酸緩衝液（pH　8．0）と全量
の1／20量の10％SLSを加え，プロテナーゼKを
200μg／mlとなるように調整した．これを37℃にて
24時間二二し消化した．次に水酸化ナトリウムを
0．3Nとなるように加え，37℃・4時間のアルカリ処
理を行い塩酸にて中和，除蛋白のため100％トリク
ロール酢酸を全量の1／20量加え4℃にて一夜放置
した後遠心分離した．ここで沈渣にたいしエタノー
ル沈殿ののちジフェニールアミン法にてDNAを定
量した．上清はSephadex（G　50）を用いゲル濾過
し，エタノール沈殿を加え粗製GAGを抽出した．
その一部を用いD－glucuronolactoneを標準試薬と
してカルバゾール法6）にてウロン酸を定量した．
　2）GAG分別定量法（図1－b）
　精製した粗製GAGをさらにエタノール沈殿にて
洗浄し資料を二つに分けた．一方は0．04Mトリス
塩酸緩衝液・pH　8．0（0．04　MCH3COONa，0．01％
ウシ血清アルブミン）となるよう調整し0．1μコン
ドロイチナーゼABCを加え，もう一方は0，04　M酢
酸緩衝液・pH　8．0（O．04　MCH，COONa，0．01％ウ
シ血清アルブミン）となるよう調整し0．1μコンド
ロイチナーゼAC　IIを加えた．37℃で2時間反応さ
せた後，100℃で3分処理し酵素を失活化，0．7N過
塩素酸処理にて除蛋白し，上澄を水酸化カリウムで
中和した．遠心後上澄を濾過し不飽和二糖を精製し
た．
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図1　生化学的分析
　高速流体クロマトグラフィー　（High－Perfor－
mance　Liquid　Chromatography，　HPLC）分析では
イオン交換系カラムYMC，　PA－03を用い，40．C・
流速1．5ml／minの条件下でNaH2PO4の16～800
mMの直線濃度勾配にて溶出した．あらかじめビア
ルロン酸（HA），コンドロイチン（Ch），コンドロイ
チン6硫酸（Ch－6　S），コンドロイチン4硫酸（Ch－
4s），デルマタン硫酸（DS），二糖二硫酸（di－s）の
標準試薬をHPLCにて溶出し不飽和二糖の各分画
を同定した．また，得られたフローチャートの面積
をコンピュータ処理しマッピング法にて各分画の含
有率を算出した．
IV．結 果
　1．軟X線による観察および病理組織学的所見
　軟X線において石灰化等の変化を認めず，病理組
織所見にて靭帯組織の所見がほぼ正常範囲か線維組
織の軽度の変性に止まるものをA群一正常加齢群
（図2）とした．軟X線にて明らかな骨化陰影は認
めないものの，病理組織で線維組織の著明な変性に
加え軟骨様細胞の出現を認めたものをB群（図3）．
軟X線，病理組織所見において明らかな骨化を認め
たものをC群（図4）とすると，それぞれ34例47
検体，12例17群（図4）とすると，それぞれ34例
47検体，12例17検体，6例8検体であった．
　町明の病理組織学的所見としてはA群（正常加齢
群）では，弾性線維を主体とした線維組織はほぼ平
行に走行し小鼠型の線維芽細胞が散在している．
　靭帯組織内に軟骨様細胞の認められるB群では
エンテーシス（靱帯骨付着部）における非石灰化軟
骨層が肥厚し連続性に靭帯内に伸びているものと，
エンテーシスとは明らかな連続性をもたず靭帯内に
逢状に軟骨様細胞が集族するものの二つのパターン
を認めた．周囲の線維組織は弾性繊維の減少，断裂，
膠原線維の膨化を認め，周辺は強い異染性を示した．
黄色靭帯骨化を認めるC群では骨化はエンテーシ
ス部より連続する成熟した緻密骨で，骨化部周囲に
は広範囲にわたり弾性線維の減少，軟骨様細胞の出
現を認めた．
　2．生化学的分析
　1）ウロン酸定量
　GAG総量はウロン酸量として定量したが，乾燥
重量当たりの含有率は0．1％～0．3％で，DNA当た
りで算出すると平均0．55μウロン酸／μgDNA（S．
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　　　　　　　　HE．染色　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH　4．1　T，B，染色
図2A群（正常加齢群）病理所見：弾性線維を主体とした線維組織はほぼ平行に走行し小型の線維細
　　胞が散在している．
　　　　　　　　H．E染色　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH　4．1　T．B．染色
図3　B群病理所見：靭帯組織内に軟骨様細胞の出現を認め，周囲の線維組織は弾性線維の減少・断裂，
　　膠原線維の膨化を呈し，周囲は強い異染性を示した．
響
　　　　　　　　H：．E．染色　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH　4．1　T．B．染色
図4C群（黄色靭帯骨化）病理所見：骨化巣は成熟した緻密骨で，骨化部周囲には広範囲にわたり弾性
　　線維の減少，軟骨様細胞の出現を認めた．
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D．＝0．529）であった．乾燥重量は室内の湿度，アセ
トンによる乾燥程度に影響されるためウロン酸量は
DNA当たりの含有量にて比較した（図5）．　A群に
おけるGAG総量を年代別に比較すると加齢に伴い
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漸減する傾向を認めた（図6）．また，黄色靭帯の変
性，骨化は50歳代から著明となることより年齢によ
る影響を相殺する意味で50歳以上で細帯のGAG
総量を比較するとB群，C群はA群に比し有意に
増加していることがわかる（図7）．
　2）GAG分別定量
　各群のHPLC分析により得られるチャートは図
8のごとくであり，それぞれの不飽和二糖含有率を
マッピング法にて算出した．
　Ch－6　S含有率はA群において高値を示すが，　B
群，C群はA群に比しさらに高値を示すものが多
く，特にC群においては著明に増加する傾向を認め
た（図9－a）．Ch－4　S含有率はA群では加齢に伴う
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一定の傾向は認めなかったが，B群，　C群で高値を
示す傾向にあった（図9－b）．
　DS含有率においてはA群では加齢で減少傾向を
示したが，C群ではA群に比し有意に低い値を示
した．（図9－c）．HA，　Ch含有率はA群では加齢
でやや増加する傾向を示したが他の群に明らかな傾
向は認めなかった（図9－d）．二糖二硫酸含有率にお
いては各群とも一定の傾向はなかった（図9－e）．ま
た，A群における各不飽和二糖含有率を年代別に平
均を取りグラフにまとめると，若年者ではDS含有
率が4割以上を占めるが，加齢に伴いDSは減少傾
向を示しCh－6　S，　HA，　Ch含有率が増加傾向を示
した（図10）．各群における不飽和二糖含有率を50
歳以上で比較すると，グラフのごとくB群，C群は
A群に比しCh－6　S，　Ch－4　S含有率が増加しDS含
有率は減少していることがわかる．この傾向はC群
において著明であった（図11）．
V．考 察
黄色靭帯骨化症は脊柱靭帯骨化症の概念に包括さ
（6）
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図10　A群における各不飽和二糖含有率を年代別
　　に平均を取りグラフにまとめると，若年者では
　DSが4割以上を占めるが，加齢に伴いDSは
　減少傾向を示しCh－6　S，　HA，　Chが増加傾向
　　を示した
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れる疾患であり，骨化の増大により脊髄圧迫障害等
の神経症状を引き起こす．黄色靭帯正常像としては
病理学的には線維成分は80％が弾性線維で20％が
膠原線維であり，弾性線維の走行は椎弓間部黄色靭
帯で頭尾側に，椎間関節包部黄色靭帯で側方に斜走
している．靭帯骨付着部のいわゆるエンテーシスは
1．骨膜に覆われない硝子軟骨層．2．腱と骨の間に
介在する線維軟骨層．3．腱の末端部分といった三層
構造を取る．黄色靭帯の加齢変化としては堀田8）は
病理学的観察より黄色靭体の靭帯付着部の弾性繊維
の減少，膠原線維膨化に引き続き線維軟骨様細胞の
出現，小骨化巣を認めることを報告しているが，教
室の岡5）は組織化学染色による病理学的観察により
次のように4段階に区別した．（1）若年者における
エンテーシスのごとく，弾性線維が密に縦走する時
期，（2）繰り返しストレスが加わって付着部の弾性
線維が断裂，減少しその部の修復過程として軟骨細
胞，膠原線維，コンドロイチン硫酸の増加が認めら
れる時期，（3）それが小骨化巣という態度で修復さ
れる時期，（4）小骨化巣が増大進展しつつある時期．
つまり黄色靭帯の加齢変化は主にエンテーシスを中
心に進展することを示した．また黄色靭帯骨化症に
おいて骨化巣周囲の靭帯組織はPGの構成要素であ
るGAGの量およびその組成が正常組織のものと大
きく異なることより，PGの変化が靭帯骨化に深く
関与する可能性を示唆した．今回このPGと靭帯骨
化の関係を定量的に検索することを目的とし黄色靭
帯骨化症の靭帯基質のGAG量および組成を生化学
的手法を用い分析した．
　1）プロテオグリカン（PG）について
（％）
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竹11各群における不飽和二糖含有率を50歳以上
　　で比較すると，B群，　C群はA群に比しCh－6
　S，Ch－4　S含有率が増加しDSは減少している
　　ことがわかる．この傾向はC群において著明で
　　あった
　PGは糖側鎖としてGAGをもつタンパク質の総
称である．PGのコアタンパクは，それぞれ特異的な
遺伝子の直接支配を受けて作られ，種類は様々であ
る．GAG鎖の方は酸性成分としてウロン酸または
硫酸基あるいはその両方を多数含み，平均分子量
104から105の長い鎖を形成している．糖鎖の基本骨
格にはさまざまな種類があり，さらに基本骨格の修
飾による微細構造，コアタンパク質との結合部位，
結合様式，結合本数などおびただしい数の構造可変
因子が存在する．
　PGは細胞外matrix成分として存在するほか，
細胞表面，細胞膜，細胞内穎粒，核内にも認めれら，
その生物学的機能は広範にわたるものと考えられ
る．単純に機械的な支持体としての機能から細胞接
着，移動，増殖，分化や形態形成に至るまで様々な
細胞の成長過程に関与しているものと期待される．
これらはGAG鎖がコアタンパク質上に適当に固定
され，空間的に配置されることによって発揮される
機能もあれば，GAG鎖とコアタンパク質とが互い
に協調して，GAG鎖が仲介していると考えられる
機能もある9）．PGの基本的な性質としては（1）巨
大な分子体積を有し分子内に低分子の水やイオンな
どは比較的自由に出入りできる（空疎分子）．（2）分
子同士は互いに絡まり合い，網状構造をとり分子内
には大きな分子は入り込めない（排除体積効果）．（3）
水を網状構造内に機械的に不動水として保持する
が，不動水は網状構造が破綻しないかぎり失われる
ことはなく，水分子の交感や低分子溶質の拡散はあ
まり制限されない．（4）陰性基や陽性基を多数もつ
電解質高分子であり分子同士は反発し大きく広がろ
（7）
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うとする．（5）高分子の網状構造内では，分子運動
が阻害され反応が遅くなり，また，ある程度以上の
大きさに凝集することも阻害される．従って結晶成
長や凝集沈殿が防げられる保護コロイドの性質を持
つ10）．などが挙げられる．
　2）PGと石灰化
　これらの性質によりPGは組織の石灰化にも深く
かかわることが古くから指摘されており，多方面の
研究がなされている．
　石灰化には大量のカルシウムとリン酸が必要とさ
れるが，PGの主要な役割としては基質の形状を保
持しカルシウム，リン酸の輸送および蓄積に関与す
ることが挙げられる11）．一方成長板における非石灰
化軟骨層ではPGの保護コロイド作用によって，無
秩序な石灰化を抑制していると考えられており，
Cuervoら12）はPG分子が，燐酸カルシウムが結晶
として析出するのを阻害することを実験的に証明し
ている．石灰化前線においては何らかの機序でこの
保護コロイド作用が崩壊するため石灰化が促進され
ると考えられるが，保護コロイド作用の崩壊する機
序として坂田ら13）は軟骨細胞から放出される基質
小胞がプロテアーゼ活性を持ちこれがPGのコアタ
ンパクを分解するためとしたが，Poole14）らは成長
板の免疫電顕による研究で，石灰化の前段階におい
てはPG分子が分解され消失するのではなくPGag－
gregateが崩壊しPGのGAG側鎖が凝集すること
が石灰化の引き金になると報告している．
　3）黄色靭帯加齢に伴うGAG含有量の変化
　一般に加齢に伴いPGの代謝回転は変化し量や質
の変化が起こり，またその変化は組織によって異な
ると言われている．従って，本実験では黄色靭帯骨
化症における靭帯基質のGAGの変化を検索するこ
とが目的であるが，黄色靭帯組織におけるGAGを
評価するに当たっては，正常加齢における変化を把
握したうえで，靭帯の変性・骨化における変化を評
価する必要がある．その意味で採取した検体を次の
ごとく3群に分けた．1．’黄色靭帯の線維組織がほぼ
正常か軽度の変性にとどまり線維組織由来の細胞や
基質の介在を認めないもの一A群（正常加齢群），2．
靭帯組織内に軟骨様細胞を認め，線維組織の破綻等
を認めるもの一B群，3．靭帯組織内に骨化を認める
もの一C群．また，GAG量はUAμg／DNAμgに
て算出した．これは単位DNAあたりのGAG量を
示し，細胞1個が合成するGAG量に比例する．加
齢とGAGの関係をグラフに現すと図6のごとく緩
やかに減少する傾向を示した．加齢とともに細胞の
代謝回転は低下しGAGの合成量も低下するためと
思われる．Peterら16）は人の関節軟骨のPGの加齢
変化を生化学的に分析し加齢とともにPGの含有率
は減少し，分子の大きさも減少すると報告している．
　4）黄色靭帯骨化に伴うGAG含有量の変化
　正常加齢群に比較し靭帯内に軟骨様細胞を認めた
群および骨化靭帯はGAG量が増加していたが，こ
れは軟骨様細胞のGAG産生能力を反映するためと
思われる．病理組織所見において靭帯内に広範囲に
軟骨細胞を認める例や骨化例ではpH　4．1　TB染色
において細胞周囲の靭帯基質に強い異染性を認め，
軟骨様細胞の活動性が高まっていることが予測され
る．
　5）黄色靭帯の加齢に伴うGAG分画の変化
　正常加晶群において主な不飽和二糖二硫酸の各含
有率の加齢変化を評価すると，HA，　Ch，　di－s，　Ch
－4S含有率は明らかな変化を認めなかったが，加齢
に伴い，Ch－6　Sがぞ増加傾向を示し，一方DS含
有率は減少傾向を示した．しかし，これらの変化は
いずれも比較的緩やかなものであった．PGにおけ
るGAG分画の加齢変化は軽度であることを示唆し
ている．
　6）黄色靭帯骨化に伴うGAG分画の変化
　本実験結果が示す黄色靭帯のGAG分画の変化を
みると軟骨様細胞の出現している黄色靭帯において
もHA，　Ch，　di－sは明らかな変化を認めなかったが，
Ch－4　S，　Ch－6　Sは増加し，　DSは減少する傾向を示
したが，骨化靭帯においてさらにこの傾向が著明と
なる．これは靭帯内に増加している軟骨細胞が軟骨
型のPGを合成し石灰化に有利な基質を形成してい
るためと考えられる．poole14）によると成長板の静
止軟骨層においてはDS主体のPGが有意である
が，増殖層・肥大層と進むに従って，Ch－4　S，　Ch－6
S主体の巨大分子のPG16）が大部分を占めるように
なりDSは消失すると報告している．　Ch－6　S，　Ch－
4Sはカルシウムイオンとの結合力が強いとされて
おり17），Ch－6　S，　Ch－4　S主体のPGが組織の石灰
化の前段階に大きな役割を果たしていると考えるこ
とができる．
　黄色靭帯骨化におけるPGの変化は，軟骨様細胞
の遺伝子に規定されるPGの合成によってPGの含
有量および組成の変化を来たし，石灰化・骨化に適
（8）
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した基質が形成された結果であると思われた．
　7）黄色靭帯骨化の進展機序
　黄色靭帯骨化における骨化進展機序としては病理
組織学的にも報告があるように18）内軟骨性の骨化
である可能性が高いと考えられているが，骨化に関
与する細胞の起源に関しては不明な点が多い．村上
ら19）は黄色靭帯内に骨形成因子であるBMPを移
植し骨化の誘導に成功しているが，これらは靭帯内
に散在する間葉系の細胞が何らかの機序により骨細
胞に分化し骨化が起こる可能性を示唆していると思
われる．後縦靭帯骨化症では全身性骨化要因として
内分泌要因20），骨塩代謝異常21），遺伝因子22），細胞増
殖因子23）等の関与が報告されている．一方都築ら24）
は黄色靭帯骨化症の病理組織学的な観察より，骨化
に先立つ広範な間質の変化，線維軟骨様細胞の出現
を認めており，黄色靭帯骨化においても全身性骨化
要因が関与し，さらに機械的ストレス・代謝異常等
の局所因子が作用し靭帯内に骨細胞が誘導され骨化
が進展して行くものと思われる．
VI．結 語
　黄色靭帯の加齢・変性・骨化に伴うGAGの変化
を生化学的に検索し，靭帯の骨化発生進展機序にお
けるGAGの役割について検討した．
　1．黄色靭帯基質において加齢にてGAG総量は
減少する傾向を示したが，靭帯に軟骨様細胞の散在
する例および骨化靭帯ではGAGは有意に増加して
いた．
　2．加齢による不飽和二糖含有比の変化は軽度で
あったが，軟骨様細胞が出現したものおよび骨化を
起こしたものではCh－4　S，　Ch－6　Sが増加しDSは
減少していた．
　3．黄色靭帯骨化においては何らかの全身性の要
因および局所におけるストレス等の刺激がきっかけ
となり靭帯内に軟骨様細胞が出現し骨化が進展する
と考えられ，骨化の前段階において石灰化に適した
靭帯の基質が合成されるためデルマタン硫酸主体の
PGからCh－4　S，　Ch－6　S主体のPGに変化してい
くものと考えられた．
　稿を終わるに臨み，終始御指導，御校閲を賜りま
した恩師三浦幸雄整形外科教授に深甚なる謝意を表
します．また，研究の御指導を賜りました柳澤勇生
化学名誉教授，友田樺夫教授，長井光三助教授，並
びに直接御指導，御鞭捷を賜りました今給黎篤弘教
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授，山本謙吾博士に深く感謝致します．本論文の一
部は第23回，24回関東整形災害外科学会，および第
7回日本整形外科学会基礎学術集会において発表し
た．（なお，本研究は厚生省特定疾患脊柱靭帯骨化症
調査研究班より補助金をうけた．）
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